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(54) Bezeichnung: MODIFIZIERTE NUKLEINSAUREANALOGA 

(57) Abstract 

Oligomers comprising at least one non-nucleoside unit containing 
an acid function with a pK, that is lower than 3.0 are particularly suitable 
as detection probes for nucleic acids as non-specific interactions are 
reduced in comparison with unmodified oligomers. Even when the 
concentration of hybridisation buffers is low, it is possible to obtain 
high signal dynamics and high sensitivity for a low blank signal. Said 
oligomers are also suitable as primers for lengthening reactions using 
polymerases and for transfection. 

(57) Zusammenfassung 

Oligomere mit mindestens einer nicht-nuklcosidischen Einheit, 
die eine Saurefunktion mit einem pK R von weniger als 3.0 enthalt, eignen 
sich besonders als Nachweissonden fur Nukleinsauren, da die unspez- 
ifischen Wechselwirkungen verglichen mit unmodifizierten Oligomeren 
herabgesetzt sind und gerade bei niedrigen Salzkonzentrationen des 
Hybridisierungspuffers eine hohe Signaldynamik und Sensitivitat bei 
niedrigem Leerwettstgnal erreicht werden kann. Dariiber hinaus eignen 
sie sich auch als Primer ftlr Verlangerungsreaktionen mit Hilfe von Poly- 
merasen und zur Transfcktion. 



LEDIGUCH ZUR INFORMATION 


Codes zur Idemifiziening von PCT-Vertragsstaaten auf den Kopfbogen der Schriften, die Internationale Anmeldungen gemass dem 
PCT veroffentlichen. 


AL Albanien 

AM Annenien 

AT Osterrcich 

AU Australien 

AZ Ascrbaidschan 

BA Bosnien-Herzegowina 

BB Barbados 

BE Bclgien 

BF Burkina Faso 

BG Bulgarien 

BJ Benin 

BR Brasilien 

BY Belarus 

Ca Kanada 

CF Zentralafrikanische Republik 

CG Kongo 

CH Schweiz 

CI Cote d'lvoire 

CM Kamerun 

CM China 

CU Kuba 

CZ Tschechische Republik 
DE Deutschland 

DK DSnemark 
EE Estland 


ES 

Spanien 

LS 

Lesotho 

SI 

Slowenien 

n 

Fmnland 

LT 

Litauen 

SK 

Slowakei 

FR 

Fran kit ten 

LU 

Luxemburg 

SN 

Senegal 

GA 

Gabun 

LV 

Letiland 

sz 

Swaziland 

GB 

Vereinigtes KOnigreich 

MC 

Monaco 

TD 

Tschad 

GE 

Georgicn 

MD 

Republik Moldsu 

TG 

Togo 

GH 

Ghana 

MG 

Madagascar 

TJ 

Tadschikistan 

GN 

Guinea 

MK 

Die enemalige jugoslawische 

TM 

Turkmenistan 

GR 

Griechenland 


Republik Mazedonien 

TR 

TQrkei 

HU 

Ungam 

ML 

Mali 

TT 

Trinidad and Tobago 

IE 

bland 

MN 

Mongolei 

UA 

Ukraine 

IL 

Israel 

MR 

Mauretaruen 

UG 

Uganda 

IS 

Island 

MW 

Malawi 

US 

Vereinigte Staaten von 

IT 

Mien 

MX 

Mextko 


Amerika 

JP 

Japan 

ne .: 

Niger 

uz 

Usbekistan 

KE 

Kenia 

NL 

Niederlande 

VN 

Vietnam 

KG 

Kirgisistan 

NO 

Norwegen 

YU 

Jugoslawien 

KP 

Demokraiische Volksrepublik 

NZ 

Ne use eland 

zw 

Zimbabwe 


Korea 

PL 

Pol en 



KR 

Republik Korea 

PT 

Portugal 



KZ 

Kasachsian 

RO 

Rumanien 



LC 

St. Lucia 

RU 

Ruuische Federation 



LI 

Liechtenstein 

SD 

Sudan 



LK 

Sri Lanka 

SB 

Schweden 



LR 

Liberia 

SG 

Singapur 




WO 99/33867 


PCT/EP98/083I7 


Modifizierte Nuldeinsaureanaioga 

Gegenstand der Erfindung sind ein Verfahren zum Nachweis eines basensequenzhaltigen 
Targets in einer Probe unter Verwendung einer oder mehrerer spezieller Hybridisierungs- 
sonden, ein fester Tracer, an den diese Hybridisierungssonde gebunden ist sowie die Ver- 
wendung negativer Ladungen in partiell geladenen Hybridisierungssonden zur Vermeidung 
unspezifischer Bindungen und zur Erhohung der Selektivitat bei Bindereaktionen. 

Nachweise von Nukleinsauren in Proben haben in den letzten Jahren in der Analytik be- 
trachtlich an Bedeutung gewonnen. Insbesondere im Gesundheitswesen, wo der Nachweis 
von Krankheitserregern, wie Viren und Bakterien, in und auBerhalb des Korper, sowie von 
korperlichen Zustanden, wie genetischen Veranlagungen fur Krankheiten erforderiich ist, 
hat sich die Aussagekraft solcher Tests als niltzlich erwiesen. Dies gilt umso mehr, seit es 
moglich ist, Basensequenzen aus den nachzuweisenden Nukleinsauren spezifisch zu ampli- 
fizieren, beispielsweise mit der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR, US-A-4,683,202). Im 
Ailgemeinen werden die Proben, in denen die Anwesenheit der nachzuweisenden Nukiein- 
saure vermutet wird, mit einer Hybridisierungssonde in Kontakt gebracht, wobei die Sonde 
so gewahlt wird, dafl sie eine Basensequenz aurweist, die im wesentlichen komplementar 
zu einer Basensequenz der nachzuweisenden Nukieinsaure ist. Die Tatsache der Hybridi- 
sierung der Sonde mit der Nukieinsaure wird als Hinweis fur die Anwesenheit der 
Nukieinsaure gewertet. 

Als Hybridisierungssonden wurden zunachst fragmentierte, radioaktiv markierte Nuklein- 
sauren verwendet. Diese hatten jedoch den Nachteil, daB sie umstandlich herzustellen und 
recht unrein waren. Durch Eirifuhrung automatisierter Nukleotidsynthesen wurde die Her- 
stellung kurzer Nukleinsauren (Oligonukleotide) in hoher Reinheit und mit definierter, frei 
wShlbarer Basensequenz mogiich. Die Einfuhrung chemisch markierter Mononukleo- 
sidphosphoramidite ermoglichte die einfache Einfuhrung von Labeln zum ungefahrlichen, 
nicht-radioaktiven Nachweis. In jiingerer Zeit wurden auch Hybridisierungssonden gefun- 
den, die uberraschenderweise sehr fest an Nukleinsauren binden, obwohl sie das fiir 
. Nukleinsauren typische Zucker-Phosphat-Grundgeriist nicht oder gemischt zusammen mit 
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anderen Grundgerusteinheiten enthalten <z. B. WO 92/20703. EP-0 672 677 und 
EP-0 700 928). Diese Sonden sind einerseits hochaffin zu naturlichen Nukleinsauren mit 
kompiementarer Sequenz. sind andererseits aber auch hochselektiv. Aus Angew. Chem. 
1996, 108. 17, 2068-2070), sind PNA bekannt. in deren Riickgrat eine Glycin-Einheii 
durch eine Glutamirisaure-Einheit ersetzt ist. Dadurch wird die Loslichkeit der Sonde 
erhoht. Es wurde auch festgesteilt. dafl ein Ersatz von Glutaminsaure durch Lysin keine 
wesentliche Anderung der Schmelzpunkiemiedrigung (AT m ) des vollstandig komplemen- 
taren PNA/DNA-Hybrids verglichen mit einem PNA/DNA-Hybrid mit einem mismatch 
mit sich bringt. Nachteile der bekannten PNA-Sonden sind die starke Tendenz zu unspezi- 
fischen Bindungen, zu hohen Leerwertsignalen und mangelnder Loslichkeit. DNA-Sonden 
haben den Nachteil, dafi die Renaturierung eines Ampiicon-Doppelstranges mit der Hybri- 
disierung der (D)N A-Sonde in Konkurrenz tritt. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, die Nachteile des Standes der Technik teiiweise 
oder vollstandig zu vermeiden. insbesondere die Ausnutzung der hoheren Affinitat von 
PNA-Sonden unter Vermeidung von unspezifischen Bindungen und hohen Leerwert- 
signalen. Auch die zusatzliche Unterdriickung der Rehybridisierung des Amplicons ist ein 
Vorteil der vorliegenden Erfindung (Verwendung von Niedrigsalzbedingungen). 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher ein mit Nukleinsauren hybridisierbares 
Molekul mit einem Grundgeriist aus linear miteinander verknupften Monomereinheiten, 
wobei mindestens eine der Monomereinheiten eine nicht-nukieosidische Einheit ist. die 
eine Saurerunktion mit einem pK a von weniger als 3.0 enthalt. Ebenfalls Gegenstand der 
Erfindung sind Monomere fur die Herstellung dieser Molekiile. Verfahren zum Nachweis 
von Nukleinsauren mit Hilfe dieser Molekiile sowie die Verwendung von Saurefunktionen, 
bevorzugt mit einem pIC, von weniger 3.0. in Sonden zur Vermeidung unspezifischer 
Bindungen der Sonden an nicht-komplementare Basensequenzen sowie an feste Trager, zur 
Erhdhung der Selektivitat in Bindereaktionen. in Primem sowie in Molektilen zur Trans- 
fektion. 

Mit Nukleinsauren hybridisierende Molekiile. die nicht-nukleosidische Einheiten enthalten, 
sind prinzipiell bekannt. Sie lassen sich prinzipiell einteilen in Molekiile. die nur (nicht- 
naturliche) nicht-nukleosidische Einheiten enthalien. und Molekiile. die sowohl nicht- 
nukieosidische als auch (natiirlich vorkommende) nukleosidische Einheiten enthalten. Ge- 
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meinsam ist all diesen Molekiilen. daB sie aus Monomereinheiten aufgebaut sind. Diese 
sind so miteinander linear verkmipft, daB sich ein Oligomer mit einem fortlaufenden 
Grundgeriist (Backbone) ergibt, an welchem in im wesemlichen gleichmafligen Abstanden 
Liganden gebunden sind. Damit das Oligomer die Fahigkeit zur Hybridisierung mit 
Nukleinsauren erhalt, miissen einige dieser Liganden (im allgemeinen mehr als 6 Ligan- 
den) Nukleobasen der Nukieinsaure iiber Wasserstofrbriickenbindiing erkennen und binden 
konnen. Solche Liganden sind beispielsweise die naturlich vorkommenden Nukleobasen, 
wie A. G, C, T und U, aber auch kiinstliche Heterozykleri, wie 7-Deazapurine oder 
Pseudopyrimidine. Dariiber hinaus konnen diese Molekiile noch weitere Liganden ent- 
halten, die nicht unbedingt zur Bindung mit der Nukieinsaure beitragen. Solche Liganden 
sind beispielsweise Gruppen. die dem Nachweis oder der Abtrennung der Molekiile in Ver- 
fahren zum Nachweis der Nukieinsaure dienen konnen. Solche Liganden konnen an die 
Nukleobasen. aber auch anstelle der Nukleobasen oder zusatziich zu den Nukleobasen an 
das Grundgerust, gebunden sein. Beispiele fur solche Liganden sind beispielsweise in 
WO 92/20703, WO 95/14708 (Metallkomplexe), DE 197 12 530.1 und WO 95/16202 
(Peptide) beschrieben. 

Die Herstellung von mit Nukieinsaure hybridisierenden Molekiilen, bei denen das Grund- 
geriist aus einer Sequenz von iiber Peptidbindungen verknupften Monomereinheiten aufge- 
baut sind. ist beispielsweise in WO 92/20702 beschrieben. In einem ersten Aspekt unter- 
scheidet sich der Gegenstand der vorliegenden Erfmdung von der dort beschriebenen da- 
durch. dafl mindestens eine der dort eingesetzten Monomereinheiten eine Funktion mit 
einem pIC, von weniger als 3.0 enthalt. 

In EP-A-0 672 677 ist eine Synthese von Nukleinsaureanalogen beschrieben, bei der 
nukleosidische und nicht-nukleosidische Monomereinheiten miteinander gemischt sind. In 
einer weiteren Ausruhrungsform unterscheidet sich der Gegenstand der vorliegenden Erfm- 
dung von den dort beschriebenen Molekiilen dadurch, daB eine der nicht-nukleosidischen 
Monomereinheiten eine Saure funktion mit einem pIC, von weniger als 3.0 enthalt. 

Wenn im Folgenden von einer modifizierten Monomereinheit gesprochen wird. so ist 
hiermit die nicht-nukleosidische Monomereinheit gemeint. welche die Saurefunktion mit 
einem pK, von weniger als 3.0 bzw. die negative Ladung enthalt. Als Monomereinheit 
wird bevorzugt eine Einheit verstanden. welche ein Teil des oben genannten Oligomers ist 
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and welche hochstens eine Nukleobase enthalt. Diese Einheiten enthalten bevorzugi nur 
solche Molekulteile. die bereits in den zur Synthese der Oligomeren verwendeten Mono- 
meren enthalten waren. In der Kegel ist das Oligomer zwischen 6 und 100. bevorzugt 8 und 
30 Monomereinheiten iang. Bei der Berechnung der Lange der Grundgerttsteinheit jedes 
Monomers wird im Folgenden zugrundegelegt, daB die geometrische Lange zwischen den 
Verkniipfungspunkten der etnzelnen Monomere im wesentlichen gleich ist und bevorzugt 
mit den Verknupfungsstellen der Monomeren. aus denen das Oligomer hergestelit ist, zu- 
sammenfallt. Fur den bevorzugten Fall von Peptidnukleinsauren beispielsweise reicht die 
Lange einer Grundgenisteinheit von der Carbonylgruppe des einen Endes der Monomer- 
einheit bis zum Aminoende derselben Monomereinheit, weiche an die darauffolgende 
Carbonylgruppe der nachsten Monomereinheit gebunden ist. Bevorzugt liegt die Lange 
einer so defmierten Grundgerusteinheit zwischen 4 und 8. besonders bevorzugt bei 
6 Atomen. 

Die modifizierte Monomereinheit kann prinzipiell jede beliebige, also auch die letzte 
nukleobasenhaitige Monomereinheit des Molekuls darstelien. Besonders bevorzugt jedoch 
ist die modifizierte Monomereinheit nicht die letzte basenhaltige Monomereinheit des Oli- 
gomers. Besonders bevorzugt liegt die modifizierte Monomereinheit innerhalb des inneren 
Drittels der Gesamtlange des Molekuls. 

Das mitNukieinsauren hybridisierende Molekul kann prinzipiell so viele modifizierte 
Monomereinheiten enthalten. wie Monomereinheiten vorhanden sind. Bevorzugt ist es je- 
doch der Fall, daB weniger ais die Halfte der Monomereinheiten eine modifizierte Mono- 
mereinheit darstelien. Die ubrigen Monomereinheiten sind bevorzugt nicht negativ ge- 
laden. bevorzugt sind sie neutral. Die Diskriminierung zwischen Nukleinsauren mit einer 
in einer oder mehreren Positionen unterschiedlichen Basensequenz wird dadurch be- 
gunstigt, daB das Molekul so gewahlt wird, daB die modifizierte Monomereinheit ungefahr 
in der Mitte des Molekuls eingebaut ist und zwar zu der nachzuweisenden, nicht aber mit 
einer davon zu diskriminierenden Nukleinsaure gerade in dieser Position komplementar ist 
(mismatch). 

Unter einer nukleosidischen Einheit wird eine Einheit verstanden, die sowohl einen 
Zuckeranteil. als auch einen Phosphatanteil enthalt. Eine nicht-nukieosidische Einheit ist 
somit eine Monomereinheit. in welcher die Base nicht an einen Zuckeranteil. oder/und der 
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Zuckeranteil nicht iiber einen Phosphairest an eine benachbane Monomereinheit gebunden 
ist. 

Unter einer Saurefunktion wird im Sinne der vorliegenden Erfindung eine chemische 
Gruppe verstanden, die kovalent an die nicht-nukleosidische Einheit gebunden ist. Diese 
Gruppe hat in an die nicht-nukleosidische Einheit gebundener Form bevorzugt einen pK, 
von weniger als 3.0. Bevorzugt sind 2- oder mehrbasige Sauren. Bevorzugte Saure- 
funktionen sind ausgewahlt aus der Gruppe der anorganischen Sauren. insbesondere den 
Gruppen der Sulfonsauren, der Phosphonsauren oder der Phosphorsauren bzw. deren Salze. 
Ein Sulfonsaurerest ist bevorzugt eine Gruppe der Forraei -S0 3 H. Unter einem Phosphon- 
saurerest wird bevorzugt ein Rest der Formel -P0 3 H 2 verstanden. Phosphorsauren enthalten 
die Gruppe -OP(OH) z O. Die Saurefunktion ist bevorzugt nicht an der kovalenten Bindung 
zweier Monomereinheiten miteinander beteiiigt. Insbesondere ist die Saurefunktion 
bevorzugt an ein Kohlenstoffatom des Grundgeriists (Backbone) gebunden. welches nicht 
das erste neben einem fur die Verknupfung mit dem nachsten Monomeren verwendeten 
Heteroatom (O, P, S oder N) ist Die Saurefunktion kann entweder direkt oder iiber einen 
Abstandshalter A' mit der Grundgerusteinheit der Monomereinheit, bevorzugt einem Atom 
der fortiaufenden Kette von Atomen im Backbone, z. B. einem C-Atom, verbunden sein. 
Die Saurefunktion zusammen mit dem Abstandshalter A' wird im Folgenden auch als eine 
Gruppe R enthaltend eine Saurefunktion mit einem pK, von weniger als 3.0 bezeichnet. 

Der Abstandshalter A' verbindet ein Atom einer Reihe von linear aufeinander folgenden 
Atomen des Grundgenists mit einem Atom der Saurefunktion. Diese Abstandshalter 
konnen prinzipiell zwischen 1 und 20 Atomen lang sein. Besonders bevorzugt hat der Ab- 
standshalter A' die Formel III 

-H-a'-w-a'-vc-aMc-)*- ( 111 

in der 

A 1 SauerstofT. NR 6 oder Schwefel, 

A 2 ein substituierter oder unsubstituierter Alkylen-. Alkinylen- oder Alkenylen- 

Rest. 
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A 


Sauerstoff. Schwefel oder NR°, 


unabhangig Wasserstoff, Acyl oder Alkyl, 


a und c 


unabhangig voneinander eine Zahi von 0 bis 2, 


b 


eine Zahl von 1 bis 1 0, und 


d 


eine Zahl von I bis 4 


bedeuten, wobei der Abstandshalter in jeder der beiden moglichen Orientierungen einge- 
baut sein kann. 

AlkyL AcyU Alkylen-. Alkinylen- und Alkenylen-Reste in der Definition von A 2 und R 6 
haben bevorzugt 1 bis 3 Kohlenstoffatome. Substituenten konnen beispielsweise gewahlt 
werden aus der Gruppe Hydroxyl, Halogen (z. B. CI, Br oder F) oder Amino. 

Bevorzugt handelt es sich bei dem erfindungsgemaBen Molekiil um ein mit Nukleinsauren 
hybridisierendes Oligomer enthaltend mindestens eine nicht-nukleosidische Monomerein- 
heit der Formel I 


worin 

L ausgewahlt ist aus der Gruppe Wasserstoff; Hydroxyl, (C,- C 4 )- Alkanoyl, nukleo- 
basenbindende Gruppe, (C 6 -C, 4 )-Aromaten, Heterocyclen mit Stickstoff-, Sauerstoff- 
oder/und Schwefel- Atomen, Interkalatoren und Reportergruppen, 

A ein Abstandshalter mit einer Lange von I bis 3 Atomen, 

x eine Zahl zwischen 0 und 3, 


L 



(I) 


B eine Grundgeriisteinheit mit einer Lange von zwischen 4 und 8 Atomen, 
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R eine Gruppe enthaltend eine Saurefunktion mit einera pK, von weniger als 3.0 

bedeuten. Ein bevorzugter Alkanoyirest (Acyirest) ist die Acetylgruppe. Unter Nukleo- 
basen sollen die naturlich vorkommenden Basen A, C, G, T and U verstanden werden. 
Eine nukleobasenbindende Gruppe ist eine Gruppe, die mit einer solchen Nukleobase iiber 
wasserstofibruckenspeziflsche Wechseiwirkungen ausbilden kann. Hierzu gehoren neben 
den (hierzu komplementaren) naturlichen Nukleobasen auch unnaturliche Nukieobasen, 
wie z. B. 7-Deazaguanosin oder Pseudopyrimidine. Aromaten konnen sowohl substituiert 
als auch unsubstituiert sein. Als Substituenten kommen insbesondere Hydroxyl, C, - C 2 - 
Alkoxy oder Amino in Frage. Bevorzugte Aromaten sind der Phenyl-, Pyrenyl- und der 
Naphthylrest. Heterozykien sind zyklische Verbindungen, welche ein oder mehrere 
Heteroatome. ausgewahlt aus der Gruppe O, N und S enthalten. die nicht-aromatisch oder 
aromatisch sein konnen. Auch sie konnen durch die bet Aromaten genannten Reste 
substituiert sein. Beispiele fur Heterozykien sind der Pyridylrest und der Piperidylrest. 
Interkalatoren sind Molekule, die sich in die Basen-Basen-Wechselwirkung benachbarter 
Basen einschieben kennen, z. B. Acridin. Eine Reportergruppe kann zum Nachweis oder 
zur Immobilisierung des Molekiils verwendet werden. Insbesondere eignen sich immuno- 
logisch aktive Verbindungen und biospezifische Wechseiwirkungen aus bindenden 
Molekulen aus Reportergruppen. Eine besonders bevorzugte Gruppe von Reportergruppen 
sind die Markierungen oder Label. Hier besonders bevorzugt sind die elektro- 
chemilumineszenten Rutheniumbispyridylkomplexe. 

Besonders bevorzugt ist L uber den Abstandshalter A an ein Stickstoffatom, besonders be- 
vorzugt an ein Aminstickstoffatom. in B gebunden. Ebenfalls bevorzugt ist die Gruppe R 
an die Grundgerusteinheit nicht jedoch direkt an das Stickstoffatom gebunden, an welches 
L gebunden ist. 

Besonders bevorzugte Molekiils weisen mindestens eine Monomereinheit der Formel II auf 


J] 

E ' C N 0 

(ID 
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o 

worin L. A und x die oben genannten Bedeuuingen haben und 
E' und F' unabhangig voneinander CO. CS. SO. SO, oder NR 1 , 

wobei R, ausgewahlt ist aus der Gruppe Wasserstoff und (C,-Cj)-Alkyl, 
N ein Aminstickstoffatom, und 

C und D unabhangig voneinander ausgewahlt sind aus der Gruppe (CR 2 R 3 )„ und 
CR 2 R 3 CR 4 R 5 

wobei 

R 2 , R 3 , R 4 und R $ unabhangig voneinander ausgewahlt sind aus der Gruppe 

Wasserstoff, C,-C 6 -(substituiertes oder unsubstituiertes) Alkyl, Hydroxy 1, 
Carboxyl und einer die Saurerunktion enthaltenden Gruppe R. und 

n eine Zahl zwischen 1 und 4 ist. 

Mindestens eine der Reste R 2 -R\ bzw. R 2 -R 5 ist eine Gruppe R. 

Ebenfalls Gegenstand der Erfindung ist ein Molekfll der Formel IV 


L 



e : n o r {IV) 

in der 

L ausgewahlt ist aus der Gruppe Wasserstoff, Hydroxy^ (C,-C 4 )- Alkanoyl, 

nukleobasenbindende Gruppe in geschutzter oder ungeschtitzter Form, (C 6 - 
C l4 )-Aromaten, Heterocyclen mil Stickstoff-, SauerstorT- oder/und Schwefel- 
Atomen. Interkalatoren und Reporter gruppen. 

A ein Abstandshalter mit einer Lange von zwischen 1 und 3 Atomen, 


x 


eine Zahl zwischen 0 und 3. 
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E und F unabhangig voneinander COOX. CSOX. SO : X. SO ? X Oder NR'Y. 


wobei 

R 1 ausgewahlt ist aus der Gruppe Wasserstoff und (C r C 3 )-Alkyl, 

X ausgewahlt ist aus der Gruppe Wasserstoff. der Schutzgruppen und der Akti- 
vierungsgruppen, 

Y ausgewahlt ist aus der Gruppe Wasserstoff und Schutzgruppe, 
N ein Aminstickstoffatom und 

C und D unabhangig voneinander ausgewahlt sind aus der Gruppe (CR 2 R 3 ) n und 
CR 2 R 3 CR 4 R S 

wobei 

R 2 , R\ R 4 und R s unabhangig voneinander ausgewahlt sind aus der Gruppe 

Wasserstoff, C r C 6 -(substituiertes Oder unsubstituiertes) Alky I, Hydroxyl, 
Carboxyl und einer eine Saurerunktion mit einem pK, von weniger als 
3.0 enthaltenden Gruppe R in geschutzter oder ungeschiitzter Form, und 

n eine Zahl zwischen 1 und 4 ist. 

Diese Molekiiie sind zur Synthese der erfmdungsgemaflen Oligomeren einsetzbar. Be- 
sonders bevorzugt sind dann solche Molekiiie, bei denen einer der Reste E und F eine ge- 
schutzte Amino- oder Carbonsaurerunktion ist und der andere entweder eine reaktive 
Gruppe, wie eine Carbonsaure- oder primare Aminogruppe oder ein entsprechendes akti- 
viertes Deri vat. z. B. ein Aktivester, bedeutet. Eine Aktivierungsgruppe ist beispielsweise 
I-Oxybenzotriazol. Wam-end der OHgomersynthese ist die Saurefunktion bevorzugt mit 
Hilfe einer Schutzgruppe geschiitzt. bevorzugt in Form eines Esters, der gespalten werden 
kann. ohne dafl das Oligomer fragmentiert wird. Solche Schutzgruppen sind beispielsweise 
Benzyl und B-Cyanoethyl. Die z.B. aus der chemischen Oligonukleotidsynthese oder der 
Synthese von Peptidnukleinsauren (WO 92/20702) bekannten Syntheseverfahren konnen 
analog zur Synthese der erftndungsgemaBen bzw. der ertlndungsgemafi verwendeten 
Oligomeren verwendet werden. 
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Ein besonciers geeignetes Monomer ist in Figur I angegeben ( Verbindung 3). Es handelt 
sich hierbei um ein Derivat der Aminosaure Homoserin. Diese Verbindung ist am Amino- 
Ende der Grundgerustmonomereinheit mit einer t-Butyloxycarbonyl(Boc)-Schutzgruppe an 
gegebenenfails vorhandenen exozyklischen Aminogruppen der Base mit einer Benzyl- 
oxycarbonyl (Z)gruppe und an der Hydroxy I gruppe des Homoserins durch Ersatz des 
Wasserstoff durch eine als Di-Benzyl ester geschiitzte Phosphatgruppe gekennzeichnet. 

In Figur 1 ist weiterhin eine Verbindung (4) gezeigt, bei der die Aminogruppe der Grund- 
gerusteinheit mit einer Monomethoxytrityl-Schutzgruppe und die exocyclischen Arnino- 
funktionen der Base mit einer Acyl-Schutzgruppe (Benzoyl, Isobutyryl) geschiitzt ist. Die 
Homoserinhydroxyl-Gruppe ist mit einem di-B-Cyanoethyl-geschiitzten Phosphatrest ver- 
estert. Als Verbindung 5 ist die entsprechende in das Oligomere eingebaute entschutzte 
Monomereinheit gezeigt. Weiterhin sind in FIG 1 das entsprechende auf Serin als 
Aminosaure beruhende Monomer 1 und die entschutzte Monomereinheit 2 gezeigt. Ais 
Verbindungen 6. 7 T 8 und 9 sind die auf Homoserin beruhenden Phosphonate und 
Sulfonate gezeigt. Die Abstandshalter zwischen der Saurefunktion (P0 4 2 \PO, 2 * und SO,*) 
und dem Kohlenstoffatom der linearen Backbonekette folgen bevorzugt der Formel (CH 2 ) a , 
wobei n Werte von 1 bis 6, bevorzugt 2 bis 4 annimmt. 

Ebenfails Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zum Nachweis der Anwesenheit 
oder Abwesenheit einer Nukleinsaure in einer Probe, bei der zu vermuten ist. daB sie eine 
oder mehrere nicht-nachzuweisende Nukleinsauren (zu diskriminierende Nukleinsaure(n)) 
enthalt, deren Basensequenz sich von der Basensequenz der Nukleinsaure in einer oder 
mehreren Positionen unterscheidet. enthaltend die Schritte Inkontaktbringen einer Sonde, 
welche eine Basensequenz enthalt. die zu der nachzuweisenden. nicht jedoch zu den 
anderen Nukleinsauren kompiementar ist. und Feststellung, ob eine Bindung der Sonde an 
eine zu der Basensequenz komplementare Basensequenz stattgefunden hat. dadurch ge- 
kennzeichnet. daB als Sonde ein mit Nukleinsauren hybridisierbares Molekul mit einem 
Grundgerust aus linear miteinander verknupften Monomereinheiten. wobei mindestens 
eine der Monomereinheiten eine nicht-nukleosidische Einheit ist. die eine Saurefunktion 
mit einem pIC, von weniger als 3.0 enthalt. verwendet wird. 

Bei dem erfindungsgema^en Verfahren handelt es sich um eine spezielle Ausfuhrungsform 
der sogenannten Hybridisierungstests. die in ihren Grundziigen dem Fachmann auf dem 
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Gebiei der Nukleinsaurediagnostik bekannt sind. Soweit experimenteile Details im Folgen- 
den nicht ausgefuhrt sind. wird dazu vollinhaltlich auf "Nucleic acid hybridisation". 
Herausgeber B.D. Hames und SJ. Higgins. IRL Press. 1986. z. B. in den Kapiteln 1 
(Hybridisation Strategy), 3 (Quantitative Analysis of Solution Hybridisation) und 4 
(Quantitative Filter Hybridisation), Current Protocols in Molecular Biology, Ed. F.M. 
Ausubel et ai.. J. Wiley and Son, 1987, und Molecular Cloning, Ed. J. Sambrook et al.. 
CSH, 1989. Bezug genommen. 

Unter einer Sonde wird allgemein ein nukieinsaurebindendes Molekul verstanden. welches 
von natiirlichen Nukleinsauren durch Anbringen einer chemischen Gruppe unterscheidbar 
gemacht wurde. Bei der chemischen Gruppe kann es sich einerseits uxn eine immobilisier- 
bare Gruppe. andererseits urn eine Markierung handeln. Diese Sonde enthalt eine Basen- 
sequenz. die zu einer Sequenz der nachzuweisenden Nukleinsaure, nicht jedoch einer 
Sequenz der anderen. nicht-nachzuweisenden Nukleinsauren komplementare Basensequenz 
enthalt. Diese Sequenz ist bevorzugt langer als 10 Basen. Bevorzugt ist die Sequenz fort- 
laufend und ununterbrochen. Die Lange der Sequenz betragt bevorzugt 10 Oder mehr 
Basen. besonders bevorzugt 15 oder mehr Basen. Die Sonde kann dariiber hinaus noch 
weitere Basen enthalten. die die diskriminierenden Eigenschaften der Sonde nicht beein- 
flussen. da sie nicht zu einer starkeren Bindung der Sonde an eine nicht-nachzuweisende 
Nukleinsaure ftihren als zu der nachzuweisenden. Im Ailgemeinen ist dies sichergestelh. 
wenn diese Basen nicht zu einer Basensequenz komplementar sind. die direkt neben einer 
potentiellen Bindesequenz fur die Sonde auf einer nicht-nachzuweisenden Nukleinsaure 
liegt. Solche zusatzlichen Basen konnen beispielsweise dazu verwendet werden. die Sonde 
selbst spezifisch uber eine Nukleotidsequenz zu erkennen. z. B. zur Verwendung als 
universelle Nachweissonde. 

Eine Markierung im Sinne der vorliegenden Erfindung besteht aus einer direkt oder in- 
direkt nachweisbaren Gruppe L. Direkt nachweisbare Gruppen sind beispielsweise radio- 
aktive ( 32 P), farbige, oder fluoreszierende Gruppen. Metalle oder Metailkomplexe. Indtrekt 
nachweisbare Gruppen sind beispielsweise immunologisch oder enzymatisch wirksame 
Verbindungen, wie Antikorper, Antigene. Haptene oder Enzyme oder enzymatisch aktive 
Teilenzyme. Diese werden in einer nachfolgenden Reaktion oder Reaktionssequenz de- 
tektiert. Besonders bevorzugt sind Haptene. da an mit ihnen markierten Oligomeren die 
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Detekiion iiber eine anschlieBende Reaktion mit einem markienen Antikorper gegen das 
Hapten leicht vorgenommen werden kann. Besonders gute Wirkung zeigt die Erfindung fur 
lipophile Label, wie Biotin. Fluorescein. Pyrenyl oder Ruthenium-organische Komplexe. 

Unter einer immobilisierbaren Gruppe wird ein chemischer Rest verstanden. welcher zur 
Bindung der Sonde an eine Festphase benutzt werden kann. Hierfur eignen sich daher so- 
wohi aktivierbare Reste (z. B. photoaktivierbare), aber auch Partner eines speziflschen 
Bindepaares, wie Rezeptoren und zugehorige Liganden. Partner einer immunologischen 
Reaktion, wie z. B. Haptene. Antigene oder Antikorper, oder Vitamine bzw. Rezeptoren 
fur diese Vitamine. Besonders bevorzugt als immobilisierbare Gruppe sind Haptene oder 
Biotin so wie dessen Derivate. Besonders bevorzugt ist Biotin. Die feste Phase, an weiche 
die Sonde mitteis der immobilisierbaren Gruppe gebunden werden kann, weist einen ent- 
sprechenden Bindungspartner oder eine entsprechende Reaktivitat auf. Im Falle von Biotin 
kann daher die Festphase einen Oberzug aus Streptavidin aurweisen. 

Unter einer Analytnukleinsaure wird die Nukleinsaure verstanden, die Ziel des Nachweises 
ist. Darunter sind Nukleinsauren jeglichen Ursprungs zu verstehen, beispielsweise 
Nukleinsauren viroiden, viralen. bakteriellen oder zellularen Ursprungs. Sie konnen in 
Losung, Suspension, aber auch an Festkorpem fixiert oder in zeilhaltigen Medien, Zeliab- 
strichen. fixierten Zellen, Gewebsschnitten oder fixierten Organismen vorliegen. Bevorzugt 
liegen die Nukleinsauren in Losung (in-vitro) vor. 

Die Reaktionssequenz wird meist gestartet durch Verrugbarmachung der Analytnuklein- 
saure mit entsprechenden Reagenzien. Hierbei konnen sowohl Veranderungen des pHs 
(alkaiisch), Hitze, Wiederholung extremer Temperaturveranderungen (Ein- 
frieren/Aurtauen), Veranderung der physiologischen Wachstumsbedingungen (Os- 
motischer Druck), Einwirkung von Detergenzien. chaotropen Salzen oder Enzymen (z. B. 
Proteasen, Lipasen), alleine oder in Kombination zur Freisetzung der Nukleinsauren bei- 
tragen. 

Denaturierung von Nukleinsauren bedeutet Aurtrennung von Nukieinsauredoppelstrangen 
in Einzelstrange. Dem Fachmann stehen prinzipiell eine Vielzahl von Mdgiichkeiten zur 
Verfugung, z. B. Behandlung durch Alkalihydroxide, durch Hitze, oder durch Chemi- 
k alien. 
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Unter einem spezifischen Nachweis wird ein Verfahren versianden. durch welches ge- 
wiinschtenfaiis seiektiv bestimmte Nukleinsauren auch in Gegenwart anderer. hiervon zu 
diskriminierender. Nukleinsauren nachgewiesen werden konnen. Es ist jedoch auch mog- 
lich, etne Gruppe von Nukleinsauren mit teilweise ubereinstimmender oder ahnlicher 
Nukieotidsequenz nachzuweisen. Zum Nachweis doppeistrangiger Nukleinsauren kann 
jeder der beiden komplementaren Strange einbezogen werden. Bevorzugi ist daher die 
spezifische Sequenz der Sonde auf eine Lange von mehr als 1 0, bevorzugt mehr ais 
1 5 Basen zu mehr als 90, bevorzugt mehr ais 95 und besonders bevorzugt zu 100 % 
komplementar zu einer Sequenz von gleichvielen ununterbrochen aufeinanderfolgenden 
Basen der nachzuweisenden Nukleinsaure. Besonders gute Wirkung zeigt die vorliegende 
Erflndung fur Sequenzen, die besonders purinreich sind, d. h. mehr als 50 % Purine ent- 
halten. Besonders bevorzugt ist sie ftir Sequenzen. die in einer ununterbrochenen Reihe 4 
oder mehr Purine, z. B. G, enthalten. In diesem Falle liegt die erfindungsgemafl modi- 
fizierte Monomereinheit bevorzugt innerhalb dieses Homopurinbereiches. 

Unter einer zu einer Nukleinsaure im wesentlichen komplementaren Nukleinsaure oder 
Nukleinsauresequenz werden Nukleinsauren oder Sequenzen verstanden. die mit der ent- 
sprechenden Nukleinsaure hybridisieren kQnnen. deren Nukieotidsequenz im hybridisieren- 
den Bereich entweder genau komplementar zu der anderen Nukleinsaure ist oder sich in 
wenigen Basen von der genau komplementaren Nukleinsaure unterscheidet. Die Spezifitat 
richtet sich dabei sowohl nach dem Grad der Komplementaritat als auch nach den Hybridi- 
sierungsbedingungen. 

Zwei Basen sind iiblicherweise dann zueinander komplementar. wenn sie miteinander 
Basenpaarungen ausbilden konnen, die bevorzugt der Watson-Crick-Regel oder der 
Hoogsteen-Basenpaarung folgen. Die Komplementaritatsbedingung bezieht sich auf zwei 
oder mehr Basensequenzen mit direkt zueinander benachbarten Basen mit einer Lange von 
10 oder mehr Basen. Genau komplementar heiBt zu 100 % komplementar: bei Unter- 
schieden soilten diese bei weniger ais 10 %, bevorzugt weniger als 5 % der Basen inner- 
halb des hybridisierenden Bereiches liegen. Die Unterschiede mussen natiirlich so gewahlt 
werden. dafl sie die Spezifitat des Tests fur die nachzuweisende Nukleinsaure nicht ent- 
scheidend verschlechtem. 
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Die nachzuweisende Nukleinsaure kann die Anaiytnukleinsaure selbst sein. Sie kann aber 
auch eine Nukleinsaure sein. die aus der Anaiytnukleinsaure durch Vorbehandlung in der 
Probenfliissigkeit hergestellt wurde. Zu den bekannten Vorbehandlungen gehort insbe- 
sondere die Fragmentierung. beispielsweise mittels Restrikiionsenzymen. oder die cDNS- 
Synthese aus RNS. Damit das erfmdungsgemaBe Verfahren seine Vorteile voll entfalten 
kann. hat es sich als zweckmaBig erwiesen, wenn die nachzuweisende Nukleinsaure eine 
Grofie von mindestens 40 bp aufweist. Bevorzugt ist die nachzuweisende Nukleinsaure das 
Produkt einer vorgeschalteten spezifischen oder unspezifischen Nukleinsaurevermehrung. 
Solche NukleinsaureampHfikationsverfahren sind beispielsweise aus EP-A-0 201 184, 
EP-A-0 237 362, EP-A-0 329 822, EP-A-0 320 308 oder WO 88/103 15 bekannt. In diesen 
Verfahren dient die Anaiytnukleinsaure als Templatnukleinsaure fur die Herstellung der 
letztendlich nachzuweisenden Nukleinsaure. Die Nukleinsaure kann jedoch auch eine 
durch Klonierung und in-vivo-Vermehrung hergestellte Nukleinsaure sein. 

Beispielsweise kann ein Verfahren zum Nachweis eines speziellen Virus, z. B. HGV, in 
einer Korperflussigkeit (z. B. Serum) als ersten Schritt die Lyse der Virushiilie enthalten. 
Verfahren zur Lyse von Zellwanden sind dem Fachmann bekannt. Beispielsweise kann die 
Lyse durch Behandlung mit Alkalihydroxydldsungen vorgenommen werden. Auch der 
Zusatz von Hilfsstoffen, z. B. Detergenzien. ist moglich. Daran kann sich insbesondere bei 
Viren. welche nur in geringen Konzentrationen in Korperflussigkeiten vorliegen (z. B. 
Hepatitis C -Virus), eine in-vitro Nukleinsaurevermehrung anschlieBen (z. B. iiber die Poly- 
merase Chain Reaction oder die anderen oben genannten Ampiifikationsverfahren). Dabei 
wird mit der Anaiytnukleinsaure als Templatnukleinsaure eine Vielzahl von Nukleinsauren 
gebildet, welche dann in dem erfmdungsgemafien Verfahren nachgewiesen werden. 

Bei einem Nachweis von Bakterien, beispielsweise in Lebensmitteln. konnten dem erfin- 
dungsgemafien Verfahren ebenfalls mehrere Schritte vorgeschaltet werden. Im allgemeinen 
werden Bakterienproben ggf. nach in vivo Vermehrung der Bakterien unter Bedingungen, 
welche die Lyse der Bakterienzellwand bewirken (z. B. Proteinasen. Alkali), aufge- 
schiossen. Bei sehr niedrig konzentrierten Proben kann sich auch hier eine in vitro Amplifi- 
kation der Analytnukieinsauren des Bakteriums anschlieBen. 
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Resultai der diversen Vorbehandlungen ist eine Probenflussigkeit. weiche Nukieinsauren 
geldst enthalt und in der ggf. die in den vorbereitenden Schritten eingeseizten Reagenzien 
sowie gegebenenfalls zerstdrte Zellbestandteile enthalten sind. 

Fiir die Durchfuhrung des spezifischen Nachweises mil Hilfe der Sonde gemaB der vor- 
liegenden Erfmdung stehen dem Fachrnann bekannte Verfahren zur Verftigung. Diese be- 
ruhen im wesentlichen darauf, daB die nukleinsaurehaltige Probe mit der Sonde unter Be- 
dingungen inkubien wird, bei denen die Sonde spezifisch an die nachzuweisende Nuklein- 
saure bindet, jedoch nicht oder in untergeordnetem Ausmafl an die nicht nachzuweisenden 
Nukieinsauren in der Probe. Wenngleich in den meisten Fallen die fiir die nicht-modifi- 
zierten Sonden geeigneten Reaktionsbedingungen fur die Hybridisierung auch bei den er- 
fmdungsgemaBen Molekulen angewandt werden kdnnen (z. B. fur PNA die in 
WO 92/20703 genannten Bedingungen). so hat es sich doch erwiesen. daB die Sensitivitat 
und Dynamik mit abnehmender Salzkonzentration im Hybridisierungspuffer zunehmen. 
Dies ist vorteilhaft. da bei niedriger Salzkonzentration DNA-DNA-Hybridisierungen un- 
gunstiger werden. Dies gilt insbesondere fur den Fall der Renarurierung urspriinglich 
doppelstrangiger Analytnukleinsauren gegenuber der Hybridisierung relativ kurzer erftn- 
dungsgemafier Oligomere. Die erfindungsgemafien Sonden zeigen ein gegenuber DNA- 
Sonden umgekehrtes Bild. Bei DNA-Sonden steigt mit zunehmender Salzkonzentration die 
Signaldynamik und Sensitivitat. Fur den bevorzugten Fall von erfindungsgemaB modifi- 
zierten PNA-Sonden hat sich gezeigt, daB die bevorzugte Konzentration von Salz (NaCl) 
bei zwischen 0 und 150 mM liegt. Ein Vergleich erfmdungsgemafier Sonden gegenuber 
DNA-Sonden ist in Figur 2 gezeigt. Im ersten Schaubild ist der EinfluB der Natrium- 
chloridkonzentration auf die Sensitivitat eines HGV-Tests unter Verwendung einer 
Rutheniumkomplex markierten DNA-Sonde bei verschiedenen Salzkonzentrationen ge- 
zeigt. Im zweiten Schaubild ist derselbe Versuch mit einer erfindungsgemafien PNA-Sonde 
mit derseiben Sequenz gezeigt, wobei der Rutheniumkomplex uber zwei Glutaminreste an 
das PNA-Grundgeriist gebunden ist. und das Grundgeriist dariiber hinaus zwei 
Glutaminreste enthalt. Es ist erkennbar. daB die Salzabhangigkeit fur die DNA-Sonde ver- 
glichen mit der PNA-Sonde unterschiedlich verlauft, obwohi die Sonde negative Ladungen 
enthalt. Gerade bei niedriger Salzkonzentration, bei der die Renaturierung des Amplicon- 
Doppelstranges umerdriickt ist. ist die Signaldynamik und Sensitivitat bei Verwendung 
partiell negativ geladener PNA-Sonden im Gegensatzzu DNA-Sonden optimal. 
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Im drinen Schaubild ist die Salzabhangigkeit einer Sonde gezeigt, welche zwei Lysinreste 
(positive Ladungen) im Backbone enthalt. Es ist erkennbar, dafl die SignaJdynamik sowie 
Sensitivitat kaum salzabhangig sind. die Leerwertsignaie aber gerade bei niedrigen Salz- 
konzentrationen stark erhoht sind. Im vierten Schaubild ist die Salzabhangigkeit einer 
unmodifizienen. im Backbone neutraien PNA-Sonde mit zwei Glutaminsaureresten als 
Linker zum Rulheniumkomplex gezeigt. Auch hier steigt wie bei den partiell negativ ge- 
ladenen PNA-Sonden Signaidynamik und Sensitivitat zu niedrigen Saizkonzentrationen 
hin an. die optimale NaCl-Konzentration liegt bei 50 mM. Allerdings ist das Leerwert- 
signai deutlich erhoht. 

Nach der Inkubation wird festgestellt, ob bzw. in weichem AusmaB sich Hybride aus der 
nachzuweisenden Nukleinsaure und der Sonde gebildet haben. Zum Nachweis verwendet 
man die an der Sonde befindiiche Markierung, deren Anwesenheit im IComplex aus nach- 
zuweisender Nukleinsaure und Sonde zum Zeichen der Anwesenheit der nachzuweisenden 
Nukleinsaure verwendet wird. Dies geschieht bevorzugt. nachdem man einen eventuellen 
Uberschufi an Sonde von dem Hybrid abgetrennt hat. Dies kann beispielsweise durch Ab- 
fangen des Hybrides mit Hilfe einer festphasengebundenen Fangsonde geschehen. Nach 
einer Inkubationszeit, wahrend der die Immobilisierungsreaktion stattfindet, wird die 
flussige Phase von der festen Phase (z. B. aus dem GefaB, dem porosen Material oder den 
pelietierten beads ) entfemt. Die Festphase kann anschliefiend mit einem geeigneten Puffer 
gewaschen werden. 

Die Menge des an die Festphase gebundenen Hybrides aus nachzuweisender Nukleinsaure, 
Nachweissonde und Fangsonde kann auf im Prinzip bekannte Weise bestimmt werden, 
z. B. nach Art eines Sandwich-Hybridisierungsverfahrens. Bei diesem Verfahren wird das 
Hybrid mit der erfindungsgemafien Nachweissonde umgesetzt. welche zu einer anderen 
Nukleotidsequenz der nachzuweisenden Nukleinsaure als die Fangsonde komplementar ist, 
und mit dieser hybridisien. Dadurch bildet sich ein Hybrid aus Nachweissonde. nach- 
zuweisender Nukleinsaure und Fangsonde an der Festphase. Ein solches Verfahren ist 
beispielsweise beschrieben in der EP-A-0 079 139. Bevorzugt wird die Nachweissonde der 
Probe zusammen mit der Fangsonde mit der Hybridisierungslosung zugegeben. 

Bei direkt nachweisbaren Gruppen. beispielsweise Fluoreszenziabeln. wird die Menge an 
Markierung fluorometrisch bestimmt. Ist die nachweisbare Gruppe indirekt nachweisbar 
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z. B. ein Hapten, so wird das Hybrid bevorzugt mit einem markierten Antikdrper gegeti das 
Hapten umgesetzt. wie analog in der EP-A-0 324 474 beschrieben. Die Markierung am 
Antikorper kann beispielsweise eine Farb- oder Fluoreszenzmarkierung oder bevorzugt 
eine Enzymmarkierung, wie 6-Galactosidase, alkalische Phosphatase oder Peroxidase, sein. 
Im Falle der Enzymmarkierung wird die Menge an Nukleinsaure iiber die meist photo- 
metrische chemoiuminometrische oder fluorometrische Verfolgung einer Reaktion des 
Enzyms mit einem chromogenen. chemoluminogenen oder fluorogenen Substrat gemessen. 
Das MeBsignal ist ein MaB fur die Menge urspriinglich vorhandener nachzuweisender 
Nukleinsaure und somit ggf. an nachzuweisenden Organismen. 

Besonders bevorzugt unterscheidet sich die nicht-nukleosidische, modifizierte Grund- 
geriisteinheit an einer Position, in welche sich die nachzuweisende Nukleinsaure von einer 
der in der Probe vorhandenen nicht-nachzuweisenden Nukleinsaure unterscheidet. von 
mindestens einer der beiden benachbarten Grundgeriisteinheiten. womit nicht die Base' 
gemeint sein soil. Dies kann beispielsweise dadurch realisiert werden, daB die benachbarte 
Grundgerustemheit nicht eine negative Ladung bzw. nicht die Saurefunktion aurweist, oder 
daB sie auf einer anderen Monomereinheit, z.B. einer anderen Aminosaure. im linearen 
Teil des Grundgeriists basiert. 

In einer besonders bevorzugten Ausruhrungsform wird die Probe, die die nachzuweisende 
Nukieinsaure neben anderer Nukleinsauren enthalt. so behandelt. daB die nachzuweisende 
Nukleinsaure aus eventuell vorhandenen Zeilen freigesetzt und eventuell daran haftende 
Proteine denaturiert werden. Daran kann sich eine Isolierung der Nukleinsauren aus diesem 
Gemisch anschliefien. Die von eventuellen Inhibitoren der Ampiifikation befreiten 
Nukleinsauren konnen dann einer Ampiifikation v z. B. einer PCR, unterzogen werden. 
Hierbei ist es bevorzugt, einen der Primer mit einer immobilisierbaren Gruppe markiert 
einzusetzen. Nach Durchlaufen der Ampiifikation werden die Amplifikate durch Hybridi- 
sierung mit einer erfindungsgemaBen Sonde nachgewiesen. Die Sonde wird bevorzugt so 
gewahlt, daB sie in einen Bereich zwischen den Hybridisierungspositionen der Primer mit 
den Amplifikaten hybridisiert. Die Detektion fmdet nach Immobiiisierung der Amplifikate 
und Hybridisierung mit der Sonde Stan. Hierzu konnen bevorzugt magnetische Partikel 
eingesetzt werden. welche die immobiiisierbare Gruppe der Amplifikate erkennen. Die 
Reagenzlosung mit den uberschussigen Sonden wird vor der Detektion bevorzugt entfemt. 
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Die ertindungsgemaflen Oligomere. insbesonciere diejenigen mil einer Saurefunktion mil 
einem pKa von weniger als 3.0 eignen sich hervorragend zum Nachweis von Mutationen, 
Allelen oder Poiymorphismen sowie zur Typisierung oder Subtypisierung von Mikro- 
organismen. Bevorzugt enthalten die Oligomere sowohl eine solche Saurefunktion inner- 
haib des Bindebereiches des OHgomeren mit der nachzuweisenden Nukleinsaure als auch 
eine negative Ladung ausserhalb des Bindebereiches. z.B. an dessen Ende(n) oder im 
Linker zwischen dem Bindebereich und der Markierung. 

Daruber hinaus hat es sich erwiesen, daB Oligomere. bei denen weniger als 80. bevorzugt 
weniger als 50 und besonders bevorzugt weniger als 40 %, mindestens jedoch eine der 
Basen an eine negativ geladene Grundgerusteinheit, z. B. eine durch eine Saurefunktion 
mit einem pK a von weniger als 5.0, bevorzugt weniger als 3.0. modifizierte. gebunden sind, 
deutlich weniger unspezifisch an in ihrer Sequenz relativ unverwandte Nukleinsauren (z. B. 
Langenmarker) binden. Sie vermeiden daher unspezifische Bindungen in Reaktionen zur 
Bindung der Sonde an komplementare Basensequenzen (Tabelie 1). Unter relativ 
unverwandten Nukleinsauren werden Nukleinsauren verstanden, die keine fortlaufende und 
ununterbrochene Sequenz von mehr als 10, bevorzugt mehr als 15 Basen enthalten. die zu 
mehr als 50 % zu einer gleichlangen ununterbrochenen und fortlaufenden Sequenz von 
Basen der Sonde komplementar sind. Leerwerte, insbesondere bei Elektro- 
chemilumineszenzmessungen, werden reduziert. Gegenuber nicht-modifizierten Peptid- 
nukieinsauren zeichnen sich die erfindungsgemaBen Oligomere durch eine erhohte Selek- 
tivitat in Bindereaktionen aus. In Abgrenzung zu OHgomeren. bei denen eine positive 
Ladung am Backbone befestigt war (z. B. T-Lys-haltige PNAs) und zu neutralen PNAs 
wurden deutlich niedrigere Leerwertsignale erhalten, insbesondere bei abnehmender Salz- 
konzentration (Tabelie 1). Die erfindungsgemaBen Oligomere neigen auch weniger zu un- 
spezifischen Bindungen an Festphasen. z. B. hydrophile Oberflachen, wie mit Streptavidin 
beschichtete Partikel oder GefaBe. In diesem Fall wird als unspezifische Bindung eine 
nicht auf Basen-Basen-Wechselwirkung beruhende Bindung verstanden. Fur den Einsatz 
der erfindungsgemaBen Oligomere eignen sich insbesondere neutrale und ganz besonders 
negativ geladene Oberflachen. 

In Angew. Chem. 1996, 108, 17. 2068 sind PNAs mit Glutaminsaure-haltigem Backbone 
beschrieben. Auch solche Oligomere konnen zur Vermeidung unspezifischer Bindungen an 
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nicht-komplememare Nukleinsauren oder Festphasen verwendet werden. Als Sonden in 
Vergieichsversuchen wurden jeweils 18mere bzw 14mere eingesetzt. Die Sonden unter- 
scheiden sich wie in Tabelle 2 angegeben. 
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Tabelle I: 


idem Nr 

504 

505 

506 

55 

484 

I8mer 

18mer 

I8mer 

I8mer 

I4mer 

counts/ 100 

counts/ 100 

counts; 100 

counu/ 100 

count!/ 1 00 

Konz 

jOng/ml 

50ng/ml 

• 50ng/m! 

50ng/mi 

50ng/ml 

HGV Bi-Primer, 7ng 

50 

15 

9 

9 

17 

HGV Bi-Primer. 14ng 

56 

15 

9 

5 

17 

HGV Bi-Primer. 28ng 

75 

19 

10 


17 

Bi-Marker V!. 250ng 

51 

15 

9 

10 

37 

Bi-Marker VI. 1250ng 

75 

17 

9 

8 

107 

1:100 

4229 

3913 

2241 

4020 

4410 

1:1000 

543 

461 

314 

501 

521 

1:10000 

86 

53 

35 

50 

51 

1:100000 

42 

13 

9 

9 

16 

1:1000000 

45 

15 

11 

9 

15 

HBV PCR-Prod. 

74 

15 

9 

9 

39 

Denat. 

40 

12 

9 

9 

1 14 

Denat. 

37 

11 

9 

9 

j 15 


Tabelle 2: 


Nummer 

Art 

Linker 

Backbone 

1 

PNA 

3 Gly 

2Glu 

2 

PNA 

Ado 

2Glu 


PNA 

2Glu 

2Glu 

4 

DNA 



5 

PNA 

3 Gly 



In Tabelle 1 ist gezeigt, dafl die partiell negativ geladenen PNA-Sonden ungeladenen 
PNAs bezuglich unspezifischer Bindung an nicht-komplementare DNA-Fragmeme deut- 
lich iiberiegen sind und ein ahnliches Verhalten wie eine vergieichbare DNA-Sonde 
gleicher Basensequenz zeigen. In der linken Spake ist erlautert, welche Nukleinsaure- 
komponenten dem Nachweisverfahren zugrundegelegt wurden. Im ersten Fall wurden 
biotinmarkierte HGV-Primer in unterschiedlichen Konzenirationen eingesetzt, die keine 
mit der Sonde komplementare Sequenz enthalten. Im zweiten Fall wurden biotinmarkierte 
Langenmarker eingesetzt, die ebenfalls keine wesentliche Kompiemeniaritat zur Sonde 
aufweisen. Im dritten Fall wurden HGV-Amplifikate in unterschiedlichen Verdiinnungen 
eingesetzt. Die Amplifikate enthalten einen Bereich, der zu 1 00 % komplementar zu der 
Sondensequenz ist. Im vierten Fall wind das Amplifikat eines HBV-Tests eingesetzt. 
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Dieses Amplifikat hat keine Komplementaritat zur eingeseizten Sonde. Im funften Fall 
werden keine Nukleinsauren zugegeben. so daB nur die unspezifische Bindung der Sonde 
an die Oberflache des Magnetpanikels gemessen wird. 

Die Ergebnisse aus Tabelle 1 zeigen, daB selbst bei Nichtanwesenheit von Nukleinsauren 
in der Reaktionsmischung ein Leerwertsignal gemessen wird (Fall 5). Dieses isi bei DNA- 
Sonden und bei PNA, welche sowohl im Backbone als auch im Linker negative Ladungen 
enthalten, ahnlich klein. Demgegeniiber steigt das Leerwertsignal bei Entfemen der nega- 
tiven Ladung im Linker erwas an. Besonders groB ist das Leerwertsignal bei ungeladenen 
PNA. Dies zeigt, dafi mit negativ geiadenen PNA-Sonden eine Reduzierung des Leerwertes 
erreicht werden kann. 

Die Falle 1 und 2 zeigen femer. daB auch unspezifische Bindungen an Nukleinsauren. die 
keine Ahnlichkeit mit der zu der Sondensequenz komplementaren Sequenz haben. ein Bei- 
trag zum Leerwertsignal liefern. Dies gilt sowohl fur die zwangslaufig in der Reaktions- 
mischung enthahenen Primer, als auch Kontroilen, wie Standards. Auch hier wird durch 
Einsatz negativ geladener Sonden eine Reduktion des Leerwertes festgestellt. Dieser Bei- 
trag konnte im vorliegenden Experiment sogar vollstandig eiiminiert werden. 

Fall 4 zeigt, daB bei Anwesenheit von Amplifikaten. die beispielsweise auf eine simultane 
Ampiifikation eines weiteren Analyten in der Reaktionsmischung zuriickzufuhren sind. ein 
betrachtliches Leerwertsignal gefunden wird. welches durch Einsatz negativ geladener 
Sonden praktisch eiiminiert werden kann. 

Bevorzugt findet die Reaktion in einem K.unststoffgefaB Stan. Insbesondere sind dabei 
solche GefaBe einsetzbar, welche normaierweise in ublichen Analysenautomaten als 
ProbenaufbewahrungsgefaBe verwendet werden. Beispiele sind GefaBe aus Polystyrol, 
Polyethylen oder Luran. Wahrend der Behandlung mit Alkali und Detergenz be findet sich 
das GefaB, in dem die Behandlung stattfmdet, bevorzugt schon in einem Analysen- 
automaten. besonders bevorzugt auf einem Probenrotor. welcher den Zugriff einer Proben- 
enmahmevorrichtung auf einzelne auf dem Rotor befmdliche ProbengefaBe zulaBt. Ein 
solcher Analysenautomat ist beispielsweise in EP-A- 0 361 830 beschrieben. 
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Dariiber hinaus eignen sich diese Oligomere. bei denen weniger als 80. bevorzugt weniger 
ais 50 %. jedoch mindestens eine der Basen an negativ geladene Grundgeriisteinheiten 
gebunden sind. besonders bevorzugt die erfindungsgemaBen Oligomere. hervorragend als 
Primer, sofem sie an einem Ende eine durch eine Polymerase veriangerbare Gruppe, vor- 
zugsweise eine Hydroxy lgruppe. aufweisen. Primer, die aus konventionellen Mononukleo- 
tideinheiten und einem oder mehreren Nukleosideinheiten am C-Ende aufgebaut sind, sind 
in WO 95/08556 und EP-0 672 677 beschrieben. Uberraschenderweise hat sich herausge- 
stellt, dafi bei Einbau eineroder mehrerer negativer Ladungen im Bereich des verlanger- 
baren Endes die Wirkung als Primer verbessert wird. Besonders geeignet als Primer haben 
sich erfindungsgemaBe Oligomere. die an einem ihrer Enden eine veriangerbare Hydroxyl- 
gruppe, 2. B. Nukleoside. und als nachste Monomereinheit eine mcht-nukleosidische 
Einheit. die eine Saurefunktion mit einem pK a von weniger als 5.0. bevorzugt weniger als 
3.0 enthalt. erwiesen. Diese Chimaren konnen mit den erfindungsgemaBen Monomeren 
analog zu WO 95/08566 hergestellt werden. 

Erstaunlicherwetse konnen Oligomere, bei denen weniger als 80 %, bevorzugt weniger als 
50 %, jedoch mindestens eine der Basen an negativ geladene Grundgerusteinheiten gebun- 
den sind, besonders bevorzugt die erfindungsgemaBen Oligomere im Vergletch zu unmodi- 
fizierten, neutralen PNAs, z. B. mit sogenannten Transfektionsreagenzien, z. B. DOSPER 
oder DOTAP. besser in Zellen emgeschleust werden. Solche Transfektionsreagenzien sind 
furNukleinsauren aus Bioforum 6/96. Seite 264, bekannt. Insbesondere in Form von 
Peptidnukleinsauren. die auflerdem den Vorteil der Stabilitat gegeniiber Enzymverdau und 
eine hohe Affmitat der Nukleinsauren aufweisen, konnen die erfindungsgemaBen Oligo- 
mere daher gut in der Antisense-Technologie oder als Gensonden verwendet werden. 

Im Falle der Oligomeren. welche eine Reduzierung der unspezifischen Bindungen mil sich 
bringen, kQnnen die negativen Ladungen prinzipieli im Molekul verteilt sein. So ist es bei- 
spieisweise mogiich. die negativen Ladungen in Form einer oben beschriebenen Gruppe 
mit einem pK, von weniger als 5.0 (3.0) an eine basetragende Grundgeriisteinheit zu bin- 
den, es ist jedoch auch mogiich. diese aufierhalb der Sequenz von basenhaltigen Grund- 
geriisteinheiten zu binden, z. B. an einem oder beiden Enden der Oligomeren oder an die 
Nukleobase selbst ( z.B. DE- 19712530). Es hat sich herausgestellt. dafl in diesem Fall die 
negativen Ladungen vorteilhafterweise iiber zusatzliche. nicht-basetragende Grund- 
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geriisteinheiten. weiche eine Gruppe mit einem pK, von weniger als 5.0 (3.0) enthalten. an 
einem Ende der Basensequenz zu reaiisieren. wobei an einem oder mehreren dieser zusatz- 
lichen Grundgerusteinheiten auch die Markierung oder die immobilisierbare Gruppe loka- 
lisiert ist. Fiir den Fall von Peptidnukleinsauren hat es sich als aufierst zweckmafiig er- 
wiesen. schon wahrend der Synthese der PNAs weitere Grundgerusteinheiten aus 
Aminosauren mit einem piC, von weniger als 5.0 (3.0) anzukondensieren und in einem an- 
schlieBenden Schritt die Markierungsgruppe an die zusatzlichen Grundgerusteinheiten zu 
binden. Dadurch wirken die zusatzlichen Grundgerusteinheiten auch als Linker zwischen 
der Markierung und der fur die nachzuweisende Nukleinsaure spezifischen Basensequenz. 
Besonders vorteilhaft erscheinen solche Sonden. bei denen sowohl negative Ladungen 
innerhalb der Basensequenz vorliegen, als auch im Linker. 

In Fig. I sind einige Formein erfindungsgemaBer Monomere (t ; 3, 4, 6 und 8) in ge- 
schutzter Form, wie sie zur Oligomersynthese eingesetzt werden konnen sowie die damit 
erzeugten Monomereinheiten innerhalb einer PNA (2, 5, 7 und 9), gezeigt 
(Z: Benzyloxycarbonyl, Bn: Benzyl). 

In Fig. 2 ist der Einfiufi des Salzgehaltes auf das Signal fur eine markierte DNA-Sonde, 
eine erfindungsgemaBe markierte Sonde, eine positiv geiadene PNA-Sonde und eine Sonde 
mit negativer Ladung nur im Linker (ausserhalb des Backbones) gezeigt. 

Die nachfolgenden Beispiele eriautern die Erfindung naher: 


WO 99/33867 PCT/EP98/083 1 7 

24 

Beispiel 1 

Synthese der Monomeren 

Svnthese des Boc-T-D-Glu(BnVOH PNA-Monomers 
1. Synthese von D-Glu(Bn)-0-Allyl 

Man gibt unter Riihren zu einer LQsung von 10 g (29.6 mmol) Boc-D-Glu(Bn)-OH (er- 
haltlich von der Fa. Novabiochem AG) in 100 ml absolutem DMF 9.64 g (29.6 mmol) 
Casiumcarbonat (Fluka) und nach einer V* Stunde 7.16 g (59.2 mmol) Allyibromid (Fluka) 
und riihrt eine V* Stunde wetter. Danach filtriert man vom Feststoff ab und zieht das DMF 
im Vakuum ab. Der Ruckstand wird in 400 ml Essigester aufgenommen und mit 400 ml 
gesattigter Natrium-hydrogencarbonat-Losung gewaschen. Danach wird die waBrige Phase 
noch dreimal mit je 200 ml Essigester riickextrahiert. AnschlieBend werden die vereinigten 
organischen Phasen uber Na : S0 4 getrocknet. Man filtriert ab und rotiert ein. Jetzt wird der 
Ruckstand in 100 ml Benzol geiost und mit 5.80 g (30.5 mmol) p-Toluolsulfonsaure ver- 
setzt. Man kocht 1 Stunde lang am RuckfluB, engt danach die Losung auf ein Volumen von 
ca. 20 ml ein und kristallisiert das Produkt durch langsame Zugabe von Diethylether aus. 
Der Feststoff wird ab filtriert und aus Methanol/Diethylether umkristallisiert. Man erhait 
nach Trocknen am Hochvakuum 1 1.1 g (77%) des Produkts als p-Toluolsulfonsaure-Salz 
in Form farbloser Kristaile. 

2. Synthese von Boc-(2-Aminoethyl)-D-Glutaminsaure-y-Benzylester-a-Allylester 

8 g (16.4 mmol) D-Glutaminsaure-y-Benzylester-a-Allylester werden mit je 400 ml 
Dichlormethan und gesattigter Natriurnhydrogencarbonat-Losung in einem Scheidetrichter 
geschiittelt. Nach Abtrennen der organischen Phase wird die waBrige Phase dreimal mit je 
200 ml Dichlormethan riickextrahiert. Man trocknet die vereinigten organischen Phasen 
uber Na>S0 4 , filtriert ab und rotiert ein. Der Ruckstand wird in 60 ml Methanol geiost und 
im Eisbad gekiihlt. Danach gibt man unter Riihren 3.14 g (19.7 mmol) Boc-Amino- 
acetaldehyd (hergestellt nach K.L. Dueholm et al.. Org. Prep. Proced. Int. 1993, 25, 457- 
461) zu und ruhrt eine '/a Stunde im Eisbad weiter. Danach wird mit 1 .1 mi Essigsaure und 
0.55 g (8.75 mmol) Natriumcyanoborhydrid versetzt. Nach Vi Stunde wird das Methanol 
im Vakuum abgezogen, und der Ruckstand in 300 ml Essigester aufgenommen. Die 
LSsung wird mit 150 ml einer cesattigten Natriumhydrogencarbonat-Losung und 150 ml 
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Kochsaiz-Losung gewaschen. Die organische Phase wird anschlieBend uber Na,SO, ge- 
trocknet. abfiltriert unci einrotiert. Der Ruckstand wird in 120 ml Diethylether aufge- 
nommen. auf -20°C gekiihlt und mil der aquivalenten Menge 1.5 M wasserfreier. 
etherischer HC1 verseizt. Danach gibt man 120 ml absolutes Hexan zu. Das ausgefallene 
Hydrochlorid wird abfiltrien. Nach Umkristallisation aus Methanol/Diethyiether/Hexan 
erhalt man 7.15 g (88%) farbiose Kristalle. 

3. Symhese von Boc-T-D-Glu(Bn)-0-AUyl 

Zu einer Losung von 3.72 g (20.2 mmoi) Thymin-l-ylessigsaure (hergestellt nach K.L. 
Dueholm et at, J. Org. Chem. 1994, 59, 5767-5773) und 3.3 g (20.2 mmol) 3,4-Dihydro-3- 
hydroxy^-oxo-l^-benzotriazin (Fluka) in 60 ml DMF gibt man unter Ruhren 4.37 g 
(21.2 mmol) DCC (Fluka). Nach 1 Stunde gibt man dann 5 g (10.1 mmol) Boc-(2- 
Aminoethy!)-D-Glutaminsaure-y-Benzyiester-a-Allylester Hydrochlorid und 1.75 ml (10.2 
mmol) Hiinigs Base. Man riihrt iiber Nacht bei 40°C (ca. 15 h). Danach wird das DMF im 
Vakuum abgezogen und der Ruckstand in 180 ml Essigester aufgenommen. Der gebildete 
Dicyclohexylhamstoff wird abfiltriert. Die organische Phase wird dann sukzessive mit je 
150 ml gesattigter Natriurnhydrogencarbonat-Losung, halbgesattigter Kaliumhydrogen- 
sulfat-Losung und und gesattigter Kochsaiz-Losung gewaschen. danach uber Na : SO, ge- 
trocknet. Man filtriert ab und rotiert ein. Der Ruckstand wird uber eine Kieselgelsaule mit 
Essigester/Hexan 2:1 als Elutionssystem gereinigt. Das Produkt wird dann mit Essig- 
ester/Diethylether zur Kxistallisation gebracht. Ausbeute: 3.6 g (57%). 

4. Synthese von Boc-T-D-GIu(Bn)-OH 

Zu einer Losung von 2 g (3.2 mmol) Boc-T-D-Glu(Bn)-0-Allyl und 2.8 ml (32 mmol) 
Morpholin in 30 ml absolutem THF gibt man 37 mg (0.032 mmol) Tetrakistriphenyl- 
phosphin-Palladium. Nach l A Stunde wird das THF abgezogen. Der Ruckstand wird in 100 
ml Essigester aufgenommen und mit gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Losung, die mit 
Kaliumhydrogensulfat- Losung auf pH 3 eingesteilt wurde. gewaschen. Die waflrige Phase 
wird danach 5x mit je 50 ml Essigester ruckextrahiert. Danach werden die vereinigten 
organischen Phasen mit gesattigter Kochsaiz-Losung gewaschen und uber Na ; SO, ge- 
trocknet. Man filtriert ab und rotiert ein. Nach Kristallisation aus Essigester/Hexan erhalt 
man 1 .46 g (78%) eines fast farblosen Feststoffs. 
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'H-NMR (DMSO): COOH nicht sichibar. 11. 27 (sb. 1H. NH*). 7.36-7.30 (m, 6H, Ph. H- 
C(6)), 6.99 (sb, 1H. NH). 5.10 (2s, 2H. CH 2 Ph), 4.61-4.49 (m, 2H. CH : Thy), 4.20-4.05 (m, 
1H, CH), 3.68-2.91 (t, t. m. 6H. 2x CH,N, CH : COO), 2.39-2.3 1 (m. 2H. CH : ), 1 .74 (s, 3H. 
CH 3 ), 1.38, 1.35 (2s, 9H. CH 3 (Boc)) 

Beispiel 2 

Synthese der Oligomeren 

Synthese der PNA der Sequenz: 

Rufbpy), (Glu), CCA C(T-Glu)A TAG G(T-Glu)G GGT CTT Gly 

Die Synthese erfolgte auf einem ABI 43 3 A Peptid-Synthesizer der Firma Applied Bio- 
systems mit modifizierter Software (T. Koch et al., J. Peptide Res. 1997, 49, 80-88). Die 
Synthesen wurden im 5 umol MaBstab in einem 3 ml Reaktionsgefafi durchgefuhrt. ein 
kieineres Measuring Loop (150 ul) wurde verwendet. Die Monomerbausteine (PNA-Bau- 
steine: Boc-T-OH, Boc-A(Z)-OH, Boc-C(Z)-OH und Boc-G(Z)-OH, erhaltlich von der Fa. 
Perseptive Biosystems. Boc-T-GIu(Bzl)-OH hergestellt nach Beispiel 1 ; Aminosaure- 
derivate: Boc-Glu(OBzl)-OH, erhaltlich von der Fa. Novabiochem AG; 
Ru(Ruthenium)(bpy) 3 -COOH von Boehringer Mannheim) wurden in NMP gelost und in 
individuelle Kartuschen eingespritzt (140 0.26M). Das mit Boc-Gly (Novabiochem 
AG) derivatisierte MBHA-Tragermaterial (Novabiochem AG) wird in das 3 ml 
Reaktionsgefafl gefullt und am Synthesizer angebracht. Trifluoressigsaure/m-Cresol 95:5 
(2 x 1 80 sec); Flaschenposition 2) wird verwendet, um die Boc-Schutzgruppe abzuspalten. 
Je 2 Waschmodule (Dichlormethan- und NMP-Modul bestehend aus jeweils 5 aufeinander- 
folgenden Waschschrirten) befinden sich zwischen Boc-Abspaltung und dem Kupplungs- - 
modul (Dichlormethan = Flaschenposition 9; NMP = Flaschenposition 10). 140 (il 0.26 M 
Monomer (36 u.mol), 150 ul 0.21 M HATU (0-(7-Azabenzou-iazoi-l -yl> 1,1,3 ,3-tetra- 
methyluronium-hexafluorophosphat) in NMP (32 umol) und 150 jal 0.5 M Diisopropyl- 
ethylamin in NMP (75 umol) werden in jedem Kupplungsschritt gefordert (Diisopropyl- 
ethylamin-Losung - Flaschenposition 7; HATU-Losung = Flaschenposition 8). Die 
Monomere werden in der Synthesekartusche voraktiviert ( I min), dann in das Reaktions- 
gefafi uberruhrt. Die Kupplungszeit betragt 1 0 min. die Monomerenkonzentration wahrend 
der Kuppiung betragt 0.08 M. Nach dem Kupplungsmodul erfolgt ein Capping-Modul mit 
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Essigsaureanhydrid/NMP/Pyridin 1:25:25 (1 min; Flaschenposition 4). Jeder Synthese- 
cyclus wird mit einem NMP Waschmodul abgeschlossen. Nach dem letzten Synthese- 
cyclus foigt ein Dichlormethan- Waschmodul. um das Harz zu trocknen. Die Kupplungen 
wurden regelmaflig durch einen qualitativen Kaiser-Test kontroiliert. 

Die Abspaltung der PNA vom Harz und der Schutzgmppen erfolgt in einem manuelien 
Schritt auBerhalb des Gerates in einer speziellen, verschliefibaren Glasfrirte. Das Harz wird 
zuerst mit Trifluoressigsaure gewaschen. dann schttttelt man 2 Stunden mit 2 ml Trifluor- 
methansulfonsaure/Trifiuoressigsaure/m-Cresol 2:8:1. Die Abspaltlosung wird in ein 
Zentrifugenglas gesaugt. Man wascht mit 1 ml Trifluoressigsaure nach und prazipitiert die 
PNA mit Diethylether (ca. 10 ml). Das Prazipitat wird nach Zentrifugation von der iiber- 
stehenden Losung getrennt. Danach wascht man zweimal mit Diethylether. 

Die PNA wurde uber eine analytische RP 1 8-HPLC (Del taPak. Waters, 5 125 x 4 mm) 
mit einem Wasser/Acetonitril/0. 1 % Trifluoressigsaure-Gradienten bei 60 °C analysiert. 

Die PNA wurde uber eine preparative RP1 8-HPLC (Polygosil C-18/Macherey-Nagel, 5 ^ 
250 x 20 mm) mit einem Wasser/Acetonitri 1/0,1 % Trifluoressigsaure-Gradienten bei 60 °C 
bis zur chromatographischen Einheitlichkeit gereinigt. 

Die Analyse der gereinigten PNA wird mit MALDITOF-MS durchgefuhrt. 
Beispiel 3 

HGV-Amplifikatnachweis mit verschieden modifizierten Detektionssonden 

Ein Vergleich einer erfmdungsgemaBen Detektionssonde zu unmodifizierten oder anders 
modifizierten PNA-Ru Sonden unter Verwendung einer identischen Sequenz verdeutlicht 
die Vorteile der Erfmdung. Als Referenz wurde eine DNA-Sonde eingesetzL das 
Experiment wurde am Beispiel HGV durchgeriihrt. 


r 


WO 99/33867 


PCT/EP98/08317 


28 


a) 


Amplifikation 


Zur Herstellung der getesteten PCR-Produkte { HG V bzw. HBV), die als Proben in dem 
Beispiei diemen. wurden Plasmide verwendet. die inittels PCR amplifizien wurden. Fur 
die Herstellung der spezifischen Amplifikate wurden die folgenden Primer verwendet: 

HGV Primer Sequenzen: 
coding-strand: 

5*-CGG CCA AAA GGT GGT GG A TG-3 ' 20-mer (SEQ.ID.NO 1 ) 

non-coding strand: 

5 T -Bi-CGA CGA GCC TGA CGT CGG G-3' 19-mer (SEQ.ID.NO. 2) 

HBV Primer Sequenzen: 

coding-strand: 

S'-GGA GTG TGG ATT CGC ACT-3' 1 8-mer (SEQ.ID.NO. 3) 

non-coding strand: 


Fur die PCR wurde rur beide Parameter der folgende Reaktionsansatz gewahlt: 

2,5 U Taq polymerase 
lOmMTris/HCl. pH 8.3 
50 mM KC1 
U5mMMgCl 2 
0,1 mg/ml Gelatine 

200 nM dCTP, dATP, dGTP, 600 mM dUTP - 

200 nM coding-strand primer 

200 nM no n -coding strand primer, Biotin-markiert 

10 ng plasmid pJCP (HGV: Nukleotide 1-550 kloniert in pGEM3z; Stratagene: HBV: 
Nukleotide 50-2670 kloniert in pUC 1 8) 

Die Amplifikation wurde mit folgendem Temperaturprofil auf etnem Perkin Elmer Cycler 
9600 durchgefuhrt: 

35 Zyklen: 


5* -TGA GAT CTT CTG CGA CGC-3' 


1 8-mer (SEQ.ID.NO.4) 
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15 sec 94°C 
30 sec 55°C 
30 sec 72°C 
hold 4°C 

Urn das Amplifikat zu stabilisieren. wurde das PCR-Produkt nach Beendigung der 
Reaktion mittels des High pure PCR template purification kits (BM Best.No. 1 796 828) 
gereinigt. Zur Bewertung der verschiedenen PNA-Ru Sonden wurde das PCR-Produkt in 
den bezeichneten Verdunnungen eingesetzt. 

b) Detektion 

Die Detektion erfoigte mit Hilfe von Elektrocheminumiieszenz (ECL) auf einem Elecsys® 
1010 (Boehringer Mannheim GmbH). Reaktionstemperatur fur alle Schritte ist 37°C. 10 ul 
Probe werden zunachst mit 35 ul Denaturierungsreagenz versetzt und fur 5 Minuten in- 
kubiert. AnschlieBend werden 120 ul der Sondenlosung (50 ng/ml in Hybridisierungs- 
puffer) zugegeben und 20 min inkubiert. Nach Beendigung der Hybridisierung werden dem 
Reaktionsansatz 35 ul Streptavidin-beschichtete magnetische Mikropartikel beigemischt 
und dieser emeut 10 Minuten inkubiert. Die Hybride (Bio-markierter HGV Strang mit Ru- 
markierter Detektionssonde) werden dabei an die Festphase (Mikropartikel) gebunden. 
Nach Beendigung der Inkubation werden die Proben in die MeBzelle transferiert und dort 
die Mikropartikel iiber einen Magneten gebunden. AnschlieBend erfolgt in der MeBzelle 
die Chemilumineszenz. Unter Katalyse von TPA gibt der Ru-Komplex Lichtblitze ab. 
deren Anzahl in der MeBzelle bestimmt werden. Die Chemie zur Elektrochemino- 
lumineszenz ist im J. Electrochem. Soc. 137: 3127-3131 beschrieben. 

Detektionsreagenzien: 

1 . Denaturierungsreagenz. pH > 1 2 


Einsatzstoff 

Ident.-Nr. 

Konzentration 

N atriumhydroxid 

0004464 

0.05 N 

Natriumchlorid 

0004324 

154 mM(Q,9%) 

Dodecyl-di-Me-Ammoniopropylsuif. 

1112899 

0,1 % 

VE-Wasser 

0030163 i 
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Hybridisierungslosung, pH 6.5: 


Einsatzstoff 

I dent.- Nr. 

Konzentration 

Na-Dihydrogenphosphat x 1 Wasser 

0013978 

62.5 mM 

Na-Monohydrogenphosphat x 2 Wasser 

0004537 


Natriumchiorid 

0004324 

variabel 

Dodecyl-di-Me-Ammoniopropylsulf. 

1112899 

0,125 % 

MIT 

1085905 

0,01 % 

Oxypyrion 


0,1 % 

RPLAI 

1726536 

0,0625 % 


Als Detektionssonden wurden folgende Rutheriiumbispyridkomplexe-markierten Sonden 
verwendet: 


A. DNA-Sonde: 

Ru- CCA CTA TAG GTG GGT CTT 

B: PNA-Sonden: 


Id.Nr. 55 (SEQ.ID.NO. 5) 


Id. Nr. 506 
Id. Nr. 487 
Id. Nr. 493 
Id. Nr. 494 


Ru Glu : CCA CT(TGlu)A TAG GT(TGlu)G GGT CTT Gly 
Ru Gly 3 CCA CTA TAG GTG GGT CTT Gly 
Ru GIu, CCA CTA TAG GTG GGT CTT Glu 
Ru Gly 3 CCA CT(TLys)A TAG GT(TLys)G GGT CTT Gly 

Die Sonden wurden im oben beschriebenen Experiment getestet. das Ergebnis ist in 
Tabelle 4 wiedergegeben. Der erste Teil (4a) gibt den Mittelwert der Signale aus einer 
Doppeibestimmung wieder, der zweite (4b) zeigt das Verhaltnis des Signals zum Hinter- 
grundsignal. 

Die wichtigsten Erkenntnisse sind: 

• Die Integration von TGlu im Backbone fiihrt zu einer deutiichen Reduktion des Hinter- 
grundes und ist vergleichbar mit der Referenz (DNA-Sonde) 

• Die Modification fuhit zu einer Verbesserung der Sensitivitat der PN A-Sonde, die 
Sensitivitat ist vergleichbar mit der Referenz. Dies ist insbesondere in Tab. 4b deutlich 
zusehen. 

• Im Gegensatz zur Referenz verschlechtert sich die Sensitivitat nicht bei einer niedrigen 
Salzkonzentration im Hybridisierungspuffer. Die Konkurrenzxeaktion zwischen un- 
markiertem Strang aus der PCR-Reaktion mit der Detektionssonde wird bei niedriger 
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Saizkonzentration zur Sonde hin verschoben, was einen grofien dynamischen Mefl- 
bereich bei sehr guter Sensitivitat ermoglicht. 

Die modifizierte Sonde gemaB der Erfindung ertaubt die Abdeckung eines besonders 
groBen dynamischen MeBbereiches, was besonders rur die quantitative Detektion 
wichtig ist 

Bei den unmodifizierten PNA-Sonden bzw. bei der positiv geiadenen PNA-Sonde er- 
h6ht sich der Hintergrund mit sinkender Saizkonzentration 
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Beispiel 4 

Reduction des Leerwertes und der unspezifischen Kreuzreaktivitat bei ECL-Messuneen 

Die Durchruhrung des Experimentes ist in Beispiel 3 beschrieben. Als Probenmaterial 
wurde ein rait. Bio tin-markierter Langenstandard (entspr. Cat.No. 1062590, nur 5' Biotin- 
markiert) verwendet. Die Konzentration der Stockldsung: I ui enlspr. 250 ng DNA. 

Folgende Detektionssonden wurden verwendet: 

A. DNA-Sonde: 

Ru- CCA CTA TAG GTG GGT CTT (SEQ.ID.NO. 5) Id.Nr. 55 
B: PNA-Sonden: 

Ru Glu, CCA CT(TGlu)A TAG GT(TGlu)G GGT CTT Giy Id. Nr. 506 

Ru Gly, TAT AGG TGG GTC TT Gly Id- Nr. 484 

Ru Gly, ACT ATA GGT GGG TCT T Gly Id. Nr. 486 

Das Ergebnis ist in Tabelle 5 wiedergegeben. 5a gibt den Mittelwert der Signale aus einer 
Doppelbestimmung wieder, 5b zeigt das Verhaitnis des Signals zum Hintergrundsignal. 
Die wichtigsten Erkennmisse sind: 

• Unspezifische Hybridisierungsreaktionen sind nur mit den beiden unmodifizierten 
PNA-Sonden zu beobachten. nicht jedoch mit der erfindungsgemaB modifiztenen Sonde 
oder mit der Referenz. 

• Die Starke der unspezifischen Reaktionen nimmt mit der Lage der unmodifizierten 
Sonden zu (484: 14-mer, 486: 16-mer). 
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Beispiei 5 

EinfluQ des Salzgehaltes auf die Sensitivitat des Nukieinsaurenachweises 

Analog zu Beispiei 3 wurde HGV mit Hilfe einer DNA-Sonde (Schaubild 1 ), einer positiv 
geladenen PNA-Sonde (Schaubild 3) und zweier tiegativ geladener Sonden (Schaubilder 2 
und.4) bestimmt. Dabei wurde der Saizgehalt ( 0; 50; 150; 200; 300; 625 mM) variiert. Die 
Messergebnisse sind in FIG 2 graphisch gezeigt. Die Ergebnisse sind in der Beschreibung 
diskutiert. 
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SEQUENZPROTOKOLL 

(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Boehringer Mannheim GmbH 

(B) STRASSE: Sandhoferstr. 1 16 

(C) ORT: Mannheim 

(E) LAND: DE 

(F) POSTLEITZAHL: 68305 

(G) TELEFON: 0621 759 4348 

(H) TELEFAX: 0621 759 4457 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFTNDUNG: Modifizierte Nukleinaeureanaloga 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 5 

(iv) COMPUTER-LESBARE FASSUNG: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1 .0, Version #1.30 (EPA) 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1 : 

(i) SEQU ENZKENNZE1C HEN : 

(A) LANGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Oligodesoxyribonukleotid" 
(xi) SEQUENZBESCHRE1BUNG: SEQ ID NO: I: 
C GGCC AAAAG GTGGTGGATG 20 


(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 
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(1) SEQ UENZKENNZEI C HEN : 

(A) LANGE: 19 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Oligodesoxyribonukleotid" 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 
CGACGAGCCT GACGTCGGG * 9 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 18 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Oligodesoxyribonukleotid" 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 
GGAGTGTGG A TTCGC ACT 1 8 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 18 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Oligodesoxyribonukleotid" 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 
TGAGATCTTC TGCGACGC 1 8 
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(2) AN GAB EN ZU SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 18 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucieinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Oligodesoxyribonukleotid" 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 
CC ACTAT AGG TGGGTCTT 1 8 


WO 99/33867 PCT/EP98/083I7 
Anspriicfae 

1 . Mit Nukleinsauren hybridisierendes Molekul mit einem Grundgeriist aus lineaer 
miteinander verkniipften Monomereinheiten, wobei mindestens eine der Monomer- 
einheiten eine nichinukieosidische Einheit ist, die eine Saurefunktion mit einem pK, 
von weniger als 3.0 enthalt. 

2. Molekul gemafl Anspruch 1 enthaltend mindestens eine nicht-nukleosidische 
Monomereinheit der Formei I 



(I) 


worin 

L ausgewahit ist aus der Gruppe Wasserstoff, Hydroxyl, (C r C 4 )- Alkanoyl, 

nukleobasenbindende Gruppe, (C 6 -C l4 )-Aromaten. Heterocyclen mit Stickstoff- 
t Sauerstoff- oder/und Schwefel-Atomen, Interkalatoren und Reportergruppen, 

A ein Abstandshalter mit einer Lange von 1 bis 3 Atomen, 

x eine Zahl zwischen 0 und 3, 

B eine Grundgertisteinheit mit einer Lange von zwischen 4 und 8 Atomen, 

R eine Gruppe enthaltend eine Saurefunktion mit einem pK, von weniger als 3.0 

bedeuten. 

3. Molekul gemafl einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB 
L aber A an ein Stickstoffatom in B gebunden ist. 

4. Molekul gemaC Anspruch 3. dadurch gekennzeichnet. daB R nicht an das Stick- 
stoffatom gebunden ist. 
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5. Molekiil gemafl einem der vorangehenden Anspriiche. dadurch gekennzeichnet. dafl 
die Monomereinheit die Formel II aufweist. 


worm 


(II) 


E* und F' unabhangig voneinander CO, CS, SO, SO, oder NR', 

wofaei Rl ausgewahlt ist aus der Gruppe Wasserstoff und (C,-C 3 )-Alkyl 
N ein Aminstickstoffatbm, 
C (CR 2 R 3 ) n oder CR 2 R 3 CR 4 R S 
wobei 

R 2 , R J , R 4 und R s unabhangig voneinander ausgewahlt sind aus der 
Gruppe Wasserstoff, C,-C 6 -(substituiertes oder unsubstituiertes) Alky I, 
Hydroxy I, Carboxyl und einer die Saurerunktion enthaltenden Gruppe, 
und 

n eine Zahl zwischen 1 und 4 ist, und 
D (CR 2 R\ oder CR 2 R 3 CR 4 R S 

wobei 

R 2 , R 3 , R 4 und R 5 unabhangig voneinander ausgewahlt sind aus der 
Gruppe Wasserstoff, C,-C 6 -(substituiertes oder unsubstituiertes) Alkyl, 
Hydroxyl, Carboxyl und einer die SSurefunktion enthaltenden Gruppe, 
und 


n eine Zahl zwischen 1 und 4 ist. 
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bedeuten. 

6. Molekul gemaB Anspruch 5. dadurch gekennzeichnet. daB D abgeleitet ist von 
Serin oder einem Homologen von Serin. 

7. Molekul gemafi einem der vorangehenden Anspriiche. dadurch gekennzeichnet. daB 
die Saurerunktion ausgewahit ist aus den Gruppen der Sulfonsauren, der Phosphon- 
sauren oder der Phosphorsauren. 

8. Molekul gemaB einem der vorangehenden Anspriiche. dadurch gekennzeichnet, daB 
die Saurerunktion iiber einen Abstandshalter A' von zwischen 1 und 20 Atomen 
Lange an linear aufeinanderfoigende Atome des Grundgeriists gebunden ist. 

9. Molekul gemaB Anspruch 8. dadurch gekennzeichnet. daB der Abstandhalter A' die 
Formel III 

hat, in der 

A 1 Sauerstoff. NR 6 oder Schwefel, 

A 2 ein substituierter oder unsubstituierter Alkylen-. Alkinylen- oder 
Alkenylen-rest, 

A 3 Sauerstoff, Schwefel oder NR 6 , 

R 6 unabhangig H oder Alkyl oder Acetyl, 

a und c unabhangig voneinander eine Zahl von 0 bis 2. 

b eine Zahl von 1 bis 10, und 

d eine Zahl von 1 bis 4 

bedeuten. 


10. Molekul der Formel IV 
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[i] 

r 

C * 0 F (IV ) 

in der 

L ausgewahlt ist aus der Gruppe Wasserstoff. Hydroxy!, (C r C 4 )- 

Alkanoyl, nukleobasenbindende Gruppe in geschiitzter Oder unge- 
schiitzter Form, (C 6 -C l4 )-Aromaien, Heterocyclen mit Stickstoff- T 
Sauerstoff- oder/und Schwefel-Atomen, Interkalatoren und Reporter- 
gruppen, 

A ein Abstandshaiter mit einer Lange von zwischen 1 und 3 Atomen. 

x eine Zahl zwischen 0 und 3. 

E und F unabhangig voneinander COOX. CSOX, SO.X, S0 3 X oder NR' Y, 
wobei 

R 1 ausgewahlt ist aus der Gruppe Wasserstoff und (C,-C 3 )-Alkyl, 

X ausgewahlt ist aus der Gruppe Wasserstoff. der Schutzgruppen und 
der Aktivierungsgruppen. 

Y ausgewahlt ist aus der Gruppe Wasserstoff und der Schutzgruppen, 
N ein Aminstickstoffatom. und 

C und D unabhangig ausgewahlt sind aus der Gruppe (CR 2 R 3 ) n und CR 2 R J CR 4 R 5 
wobei 

R\ R\ R 4 und R 5 unabhangig voneinander ausgewahlt sind aus der 
Gruppe Wasserstoff. C,-C 6 -(substituiertes oder unsubstituiertes) Alkyl, 
Hydroxy I, Carboxy \ und einer eine Saurefunktion mit einem pK a von 
weniger als 3.0 enthaltenden Gruppe in geschiitzter oder ungeschutzter 
Form, und 
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n eine Zahl zwischen 1 und 4 ist. 

1 1 . Verfahren zum Nachweis der Anwesenheit oder Abwesenheit einer Nukleinsaure in 
einer Probe, bei der zu vermuten ist, daB sie eine oder mehrere andere Nuklein- 
sauren enthalt, deren Basensequenz sich von der Basensequenz der nachzuweisen- 
den Nukleinsaure in einer oder mehreren Positionen unterscheidet, enthaitend die 
Schritte 

- Inkontaktbringen einer Sonde, welche eine zu der nachzuwetsenden Basen- 
sequenz, nicht jedoch einer Basensequenz der anderen Nukleinsauren komple- 
mentare Basensequenz enthalt und 

- Feststellung, ob eine Bindung der Sonde an eine zu der Basensequenz komple- 
mentare Basensequenz stattgefunden hat, 

dadurch gekennzeichnet, dafi als Sonde ein Molekui verwendet wird, bei dern 
weniger als 80 %, jedoch mindestens eine der Basen an negativ geladene Grund- 
gerusteinheiten gebunden sind. 

12. Verfahren gemaft Anspruch 1 1 , dadurch gekennzeichnet. daB sich die nicht-nukleo- 
sidische Grundgerusteinheit an der unterschiedlichen Position von mindestens einer 
der beiden benachbarten Grundgerusteinheiten unterscheidet 

13. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 1 und 12, dadurch gekennzeichnet. daB 
sich die umerschiedliche Position am Ende der Basensequenz befmdet. 

14. Verfahren gemaB einem der Ansprtiche 1 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet. daB die 
Sonde eine Markierung tragt. 

15. Verfahren gemaB Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet. daB die Markierung ein 
Ruthenium-bispyridyl-Komplex ist. 
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16. Verwendung eines Verfahrens gemaB einem der Anspriiche 1 1 bis 13 zum Nach- 
weis von Mutationen. Allelen oder Polymorphismen. 

1 7. Verwendung eines Verfahrens gemaB einem der Anspriiche 1 1 bis 1 3 zur Typisie- 
rung oder Subtypisierung von Mikroorganismen. 

18. Verwendung von negativen Ladungen in Sonden. die mindestens eine nicht- 
nukleosidische Grundgeriisteinheit enthalten, zur Vermeidung unspezifischer 
Bindungen der Sonden an Basensequenzen, die zu weniger als 50 % komplementar 
zu der Sonde sind oder an feste Trager, 

19. Verwendung von Saurefunktionen zur Erhohung der Selektivitat von Sonden in 
B indereaktionen. 

20. Verwendung von mit Nukleinsauren hybridisierenden Molekiilen. bei denen 
mindestens eine der Basen an eine nicht-nukleosidische negativ geladene Grund- 
geriisteinheit gebunden ist, als Primer zur Polymerase katalysierten Verlangerung 
mit Hilfe von Mononukleosidtriphosphaten. 


21. 


Verwendung von nukleinsaurebindenen Molekiilen. bei denen mindestens eine der 
Basen an eine nicht-nukieosidische negativ geladene Grundgeriisteinheit gebunden 
ist zur Transfektion in Zellen mit Hilfe von Transfektionsreagenzien. 
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(57) Zusammenfassung 

OHgomere mil mindestens einer nicht-nukleosidischen Einheit, 
die cine Saurefunktion mit einem pK a von weniger als 3.0 enthalt, eignen 
sich besonders als Nachweissonden fur Nukleinsauren, da die unspez- 
ifischen Wechselwirkungen verglichen mit unmodifizierten Oligomeren 
herabgesetzt sind und gerade bei niedrigen Salzkonzentrationen des 
Hybrid is terungspuffers eine hohe Signaldynamik und Sensitivitat bei 
niedrigem Leerwertsignal erreicht werden kann. Danibcr hinaus eignen 
sie sich auch als Primer fur Verlangerungsreaktionen mit Hilfe von Poly- 
merasen und zur Transfektion. 
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